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Die Leica Microsystems Heidelberg GmbH in Heidelberg, Neckar/Deutschland hat eine 
Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

'Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschied- 
licher Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten" 

am 17. Dezember 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig das Symbol 
G 01 N 15/10 der International Patentklassifikation erhalten. 
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Munchen, den 24. Januar 2000 
Deutsches Patent- und Markenamt 



Der Prasident 



Im Auftrag 




eichen: 198 58 431.8 





PRIORITY 
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Zusammenfassung 



Ein WertaftreRvzumffierertrteften Unters'eichung ^nterschiedJfeher --Straikturen in vor- 
zugswelse-biologiseheri TOparaten. insbesondere mittels k©nfokater. Laserscanrnl- 
kroskopie, ist dadurch -gekennzeichnet, da(3 den Strukturen 3Ieilchen mit spezifi- 
schem Durchmesser und spezifischen Eigensehaften zugeordnet werden und daB 
der Nachweis der Strukturen durch Nachweis der in bzw. an den Praparaten spezi- 
fisch gebundenen Teilchen erfoigt. 




(einzige fclgur) 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedlt- 
cher Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten, insbesondere rnitteis kon- 
fokaier Laserscanmikroskopie. 

Grundsatzlich handelt es sich hierbei um ein-NachvveisVMarkjerungsverfahren, ins- 
besondere um ein Verfahren, wie es im Rahmen der konventicnelten Fluoreszenzmi- 
krcskopie im biomedizinischen Bereich Anwendung findet. Die bislang angewandte 
Fluoreszenzmikrcskopie ist jedoch :n der Praxis auBerst problematisch, zumal die 
dort verwendeten Fiuoreszenzfarbstoffe mit der Zeit ausbleichen, namiich eine die 
Reproduktion von Untersuchungen ausschiieBende Ausbleichcharakteristik aufwei- 
sen. Aufgrund dieser Ausbleichcharakteristik verandern sich bereits im Verlauf des 
Mikroskopierens die Fluoreszenzintensitaten, und zwar insbesondere bei anhaiten- 
der Bestrahlung des Ruoreszenzfarbstoffs mit AnregungsiichL Dies macht nicht nur 
eine Reproduktion der Untersuchung unmoglich, erschwert vieimehr auch jede Un- 
tersuchung nach bereits erfolgter Bestrahlung des biologisch/medizinischen Prapa- 
rats oder reacht eine solche Utatepsuch&ng im> Hinbiick auf* eine~zuveriassige Aus- 
wertung — <nahezu unmogiich. 

Der voriiegenden Erfindung^4ieg^daher T die*Aufgabe -zugrunde, ein gattungsgemaBes 
Verfahren zur differenzierten Untensuchung umterschigdiichef^Strukturen in vorzugs- 
weise bioioglschen Rraparaten, insbesendere r rriitte!s konfokaler Laserscanmikrosko- 
pie, derart-auszug l estaitenT*daf3 die^Reproduktion der Markierung bzvv. des Untersu- 
chungsergebnisses auch mach Sangerer Bestrahlung gewahrleistet ist. Die bei der 
Fluoreszenzmikrcskopie bzw. in Verbindung mit Fluoreszenzfarbstcffanbindung auf- 
tretenden Problerne so!Ien verrniedeh werden. 

^^^^ Voranstehende Aufgabe wird durch die Merkmale des Patentanspruches 1 gelost. 
^^^B Danach ist das gattungsbildende Verfahren zur differenzierten Untersuchung unter- 
^ ■ schiedlicher Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten dadurch gekenn- 
zeichnet, daB den Strukturen Teilchen mit spezifischem Durchmesser und spezifi- 
schen Eigenschaften zugeordnet werden und daB der Nachweis der Strukturen 
durch Nachweis der in bzw. an den Praparaten spezifisch gebundenen Teilchen er- 
folgt 
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In vorteilhafter Weise erfcigt der Nachweis der Teiichen dadurch, daB die Wetien- 
lange geeigneten Lichts In Abhangigkeit des Durchmessers und der spezifischen 
Eigenschaften der Teiichen derart gewahlt wird f daB sich die Teiichen aufgrund der 
an den Teiichen aufiretenden Mie-Streuung bzw. Mie-Reflexe nachweisen lassen. 

Alternate kann der Nachweis der Teiichen auch durch Detektion des Piasmonen-Si- 
gnals der Teiichen erfoigen. 

ErfindungsgemaB ist erkannt worden, daB das im Rahmen der Fluoreszenzmikro- 
skopie auftretende Problem grundsatzlich auf die Ausbteichcharakteristik der ver- 
wendbaren Fltioreszenzfarbstoffe zuruckzufuhren ist. ErfindungsgemaB wird von 
dem im biomedizinischen Berelch ublicherweise angewandten Marklerungsverfahren 
abgegangen, werden namlfch die im Praparat interessierenden Strukturen nicht mit 
irgendwelchen Farbstcffen markiert, sondern mit Teiichen mit spezifischem Durch- 
messer und spezifischen Materiaieigenschaften. Wahrend es bei der Ruoreszenz- 
farbsicffanbindung auf das Fluoreszenzverhalten der den Strukturen zugecrdneten 
Fluoreszenzfarbstoffe ankommt, spieien die optischen Eigenschaften der Teiichen 
zunachst keine Rofle. Vielmehr kcmmt es hierbei auf den Durchmesser und auf die 
Materiaieigenschaften der Teiichen an. 

Die Teiichen werden also - sofern erforderiich - mittels geeigneter Bindemittel den 
jeweifigen Strukturen bzw. Bereichen der Praparate zugeordnet, wobei die Teiichen 
mit Bindernitteln versehen sein konnen, die mit besiimmten Strukturen eine cherni- 
sche Bindung oder eine Bindung aufgrund von Adhasion eingehen konnen. Eine rein 
mechanische Bindung ist ebenfalls denkbar. Nachdem die Teiichen der interessie- 
renden Struktur oder den interessierenden Strukturen zugeordnet sind, erfolgt der 
Nachweis der Struktur bzw. der Strukturen durch Nachweis der in bzw. an den Pra- 
paraten und sornit an den jewelRgen Strukturen gebundenen Teiichen. Im Konkreten 
lassen sich die Strukturen bzw. uriterschiedlichen Bereiche in den Praparaten da- 
durch differenzieren, daB die Welleniange geeigneten Lichts in Abhangigkeit des 
Durchmessers und der spezifischen Eigenschaften der Teiichen derart gewahlt wird, 
daB sich die Teiichen aufgrund der an den Teiichen auftretenden Mie-Streuung 
nachweisen Sassen. 



• • • • • 
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In erfindungsgema(3er Weise wird demnach ein physikalisches Phanomen genutzt, 
welches in der Fachliteratur als rt Mie-Streuung" bezeichnet wird. Hierzu wird lediglich 
beispielhaft auf G. Mie, Ann. Physik 3. 377 (1908) verwiesen. Hinstohtlich theoreti- 
scher Grundlagen betreffend die Mie-Streuung wird des weiteren verwiesen auf P. 
TSrok ©t ai. „Poiarised Light-Microscopy? SPIE Vol. 3261, 22 ff. (1998). Unter der 
nach derrrPhysiker G. Mie bezeichneten Erscheinung - Mie-Streuung Oder Mie-Re- 
flex - versteht man eine Streuung von Licht an Teilchen, wobea mit wachsendem 
Durchmesser der Teilchen die Streuintensitat in Vorwartsrichtung starker zunimmt 
als in Ruckwartsrichtung. Im Gegensatz zur Rayleigh-Streuung hangt die Mie-Streu- 
ung sowohl von den Materialeigenschaften (Elektrizitatskonstante, elektrische Leitfa- 
higkeit) als auch von dern Durchmesser der streuenden Teilchen ab. 

^^^^ An dieser Stelle sei noch einmal ganz besonders hervorgehoben, daB in erfsndungs- 
^^^^^ gema3er Weise die Markierung von Bereichen Oder Sirukturen zu deren differen- 
^^^T zierter Untersuchung durch Zuordnung von Teilchen zu diesen Strukturen und durch 
anschlieBende Detektion der Teilchen erfolgt, wobei die Deiektion der Teilchen durch 
Ausnutzung d£r an der Teilchen auftretenden Mie-Streuung erfolgt. Das Phanomen 
der Mie-Streuung >wd sornit in erfindungsgemaf3er Weise zurn Nachweis der den 
Strukturen «ugeordneteri #e der Strukturen selbst 

genutzt. 

Statt des Na^foweises uber**an deh Teilchen- auftretende' Mie-Sipeuung kann der 
Nachweis der teilchen auch^durch ^Detektion des Plasmonen-Signals erfolgen. 
Plasmonen sind aus der Literatur schon seit geraumer Zeit bekannt. Es handelt sich 
hierbei urr^ein ;Btoane^ die Elek- 

tronen im Leitungsband eines FestkSrpers Schwingungen ausfuhren, die durch bet- 
spielsweise Licht geeigneter Wellenlange induzierbar sind. Dies wird bisiang vor af- 
lem im Zusammenhang mit MeBgeraten genutzt, die auf dem OberfSachen-PIasmc- 
nen-Resonanzeffekt beruhen. Lediglich beispielhaft wird dazu auf die US-PS 
5,351 J 27 verwiesen, in der eine entsprechende Anordnung beschriebsn ist. FOr die 
Lichtmikroskopie im klassischen Sinne ist jedoch die Erzeugung und der Nachweis 
von Oberflachen-Pfasmonen gemaS der zuvor vorgenannten Druckschrift nicht 
brauchbar. 
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!m Rahmen des zuvor genannten alternativen Nachweises der Teilchen durch De- 
tektion des Plasmonen-Signais werden mit geeignetem Licht im konventionellen Oder 
konfokalen Laserscanmikroskop Oberflachen- oder Volumen-Plasmonen-Resonan- 
zen der Teilchen angeregt, die an der nachzuweisenden Struktur spezifisch ange- 
bunden sind. Die so angeregten Oberflachen- Oder Volurnen-Piasmonen-Resonan- 
zen werden dann mit geeigneten Mittaln nachgewiesen. in Abhangigkeit von der Ei- 
genschaft des verwendeten Lichts und der Eigenschaft der verwendeten Teilchen ist 
ein spezifischer Nachweis unterschiedlicher Teilchen moglich. Beispielsweise ist in 
spharischen Teilchen nur eine begrenzte Anzahl von Oberfiachen-Piasmonen ver- 
fugbar, die vorn Durchmesser, der Eiektronendichte und der DieSektrizitatseEgen- 
schaft der Teilchen abhangen. 

^^^^ In vorteilhafter Weise wird zur Seleuchtung der Teilchen linear polarisiertes Licht 
^^^^k vorgebbarer Weilenlange verwendet, urn namlich den Mie-Effekt bzw. die an den 
^^^F Teilchen auftretende Mie-Streuung besonders gut nutzen bzw. detekiieren zu kon- 
nen. Dies gilt insbesondere dann, wenn die Weiieniange des Lichts groBer oder in 
etwa gSeich dem Durchmesser der Teilchen ist. 

In besonderes vorteilhafter Weise konnte die Weilenlange des Lichts im Sereich zwi- 
schen 300 nm und 1 .500 nm liegen. Die GroBe der Teilchen konnte unterhaib des 
optischen Auflosungsvermogens liegen. Im Konkreten kommt hier ein Teiichen- 
durchmesser im Bereich zwischen 10 nm und 1.000 nm in Frage, urn namlich die 
Mie-Streuung zur Detektion der Teilchen optimal nutzen zu konnen. 

In weiter vorteilhafter Weise wird die Weilenlange des Lichts - bei gegebener Teil- 
chengroBe und gegebenen spezifischen Eigenschaften der Teilchen - derart ge- 
wahlt, daB ein maximaler Mie-Reflex nachweisbar ist. Ausgehend von den hier zu- 
grundeliegenden theoretischen Grundlagen gemaB den eingangs zitierten Literatur- 
stellen wird hierzu auf Figur 1 bzw. auf die dortige Grafik verwiesen, die fur be- 
stimmte Teitchendurchmesser, namlich fur Durchmesser von 20 nm, 40 nm, 60 nm, 
80 nm und 1 00 nm, die aufgrund der Mie-Streuung detektierbaren Ref lexe in Abhan- 
gigkeit von der Weilenlange des Beieuchtungslichts zeigt. GemaB dieser Darstelilung 
laBt sich bei gegebener TeilchengrSBe diejenige Weilenlange des Lichts auswahlen, 
5 e j der - bei einem bestimmten Teilchen vorgegebenen Durchmessers - ein maxi- 
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maler Mie-Reflex b2w. eine maximale Mie-Streuung nachweisbar und somit detek- 
tierbar ist. 

Grundsatzlich ist es mogiich, da3 nicht nur ein Bereich des Praparats mit einem Typ 
von Teitchen - gleichen Durchmessers und gleicher Eigenschaften - versehen wird, 
sondem daG vielmehr voneinander zu differenzJerende Bereiche des Praparates mft 
Teilchen unterschiedlicher Durchmesser versehen werden, so daQ mittels geeigne- 
tem Licht unterschiedlicher Wellenlangen die Bereich simultan detektierbar sind. 
Ebenso ist es mogiich, die zu differenzierenden Bereiche des Praparats mit Teilchen 
unterschiedlicher spezifischer Eigenschaften - bei unterschiedlichen oder gleichen 
Durchmessern - zu versehen, so daB mittels geeignetem Licht unterschiedlicher 
oder gieicher Wellenlangen die Bereiche simultan detektierbar sind. Beide Varianten 
zur Differenzierung zwischen unterschiedlichen Bereichen des Praparats sind reali- 
sierbar. 

Bei den zur Markierung dienenden Teilchen handelt es sich bevorzugt urn Metallteil- 
chen, und^zWar aufgrund ^deren Elektrizitatskonstante und elektrischer Leitfahigkeit. 
Ebenso kann es sich- bei den Teilchen urn an *der ©berffache metallisierte Teilchen 
handeln. Di@vTei(Ghera sind-weitervorzugsweise ellipsoid oder als Kugein ausgefuhrt, 
urn namlich* eine homogenS Mie^Streuung arpderr teilchen 2u erhalten. 

Der Nachweis*deMreileheh«uber die dort-auftretende-Mie-Streuung bzw. uber die dort 
auftretenderMWie-Reflexe kann uber ein^Mikroskop -erfolgen, und-zwar sowohl im 
Transmissionsmikroskop-Modus als auch im Reflexionsmtkroskop-Modus. Erfolgt der 
NachweisHm^pansRiissionsmikroskop-Mcdus, so konnte ein konventicnelles Polarf- 
sations-Transmissionsmikroskop oder ein konfokales Polarisations-Transmissions- 
mikroskop verwendet werden. Erfolgt der Nachweis im Reflexionsmikroskop-Modus, 
konnte ein konventronelles PoIarisations-ReflexionsmEkroskop oder ein konfokales 
Polarisations- Reflexionsmikroskop zur Realisierung der Nachweismethode verwen- 
det werden. 

AIs Lichtquelle kommt beispieisweise eine Hochdruckdampflampe sn Frage, wobei 
diese vorzugsweise wellenlangenselektierende und polarislerende Mitte! aufweisen 
sollte. Diese vyellenlangenselektierenden und polarisierenden Mittel konnen einer 
herkornmlichen Hochdruckdampflampe auch - separat - nachgeschaltet sein. 
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In besonders vorteilhafter Weise laftt sich ais LichtqueHe ein Laser verwenden, ins- 
besondere dann, wenn die konfokale Laserscanmikroskopie angewandt werden soil. 
In vorteiihafter Weise handelt es sich hier urn einen Laser, der polarisiertes Lichte 
einer Wellenlange emitttert. Ebenso ist der Einsatz eines Lasers denkbar, der polari- 
siertes Ucht mehrerer unterschiedlicher Wellenlangen emittiert, wobei dem Laser 
wetlenlangenseiektierende Mittel - integral oder separat - nachgeordnet sind. Auf 
konventionelle Laser und konventionelle welleniangenselektierende Mittel kann hier 
zuruckgegriffen warden. . 

Zum optimalen Nachweis der Mie-Signale ist es von weiterem Vorteil, wenn man ei- 
nen dem Laser nachgeordneten OPO (optisch parametrischen Oszillator) als Licht- 
queHe verwendet. Dadurch ist es namiich moglich, die Beleuchtungswetlenlange 
quasi kontinuierlich einzustelien, wodurch fur eine bestimmte Teiichenart maximale 
Nachweissrgnaie detektierbar s?nd. 

Im Hinblick auf die Analyse des Praparats ist es von Vorteil, wenn zur Auswertung 
mehrere Biidaufr.ahmen hinzugezogen werden, urn namiich Fehler bei der Bildauf- 
nahme eliminieren bzw. kompensieren zu konnen. Insoweit konnte zu einer Bildauf- 
nahme zusatzllch mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles durchlichtmikros- 
koprsches Bild aufgenommen und bei der Bildauswertung berucksichtigt werden. Di- 
gitate Bildverarbeitungsmethoden kdnnen Anwendung finden. Jedenfails iassen sich 
mit dem Vergfeich eines konventioneilen Durchsichtmikroskcpbildes systematische 
Fehler des jeweiligen Mikroskops eliminieren bzw. kompensieren. 

Ebenso ist es denkbar, daB zur Analyse des Praparats zu einer Bildaufnahme zu- 
satziich mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles refiexionsmikros-kopisches 
Bild aufgenommen und bei der Bildaufnahme berucksichtigt wird. Auch hier Iassen 
sich digitate Biidverarbeitungsmethoden anwenden. Die Verarbeitung eines refle- 
xionsmikroskopischen Bildes mit einem durchiichtmikros-koplschen Bild des Prapa- 
rats ist ebenso denkbar, sofern beide Aufnahmen uber das gleiche Mikroskop aufge- 
nommen sind- Diese Aufnahmen werden zur Analyse des Praparats herangezogen 
und bei der Bildauswertung nach Anwendung digitaler Bildverarbeitungsmethoden 
berucksichtigt 



Datum 17.12.98 15:49 FAXG3 Nr: 84697 von NVS:FAXG3.2 1/00622 1604360 (Seite 8 von 17) 



+496221604360 



•*PA ULLRICH Si^NPnJPIPNN 



F-520 T-625 P-009 



17.12.98 15 



• • • • • • 

• • • • • • ^ 

. . .... a 

lm Hinbtick auf die Bildaufnahme und anschliefcende Bildverarbeitung ist es von 
weiterem Vorteil, wenn mehrere Bildaufnahmen unter verschiedenen Beieuchtungs- 
/Detektionswinkeln durchgefuhrt werden. Auch diese Bildaufnahmen konnen bei der 
Bildauswertung berucksichtigt werden, urn beispielsweise die Analyse bzw. das Er- 
gebnis verfalschende Schatteneffekte oder dergleichen eliminseren zu konnen. Auch 
hier lassen sich digitals Bildverarbeitungsmethoden anwenden. 

Das zum Nachweis der Teilchen und somit zur differenzierten Untersuchung unter- 
schiedlicher Strukturen dienenden Licht kann Dber eine einzige Lichtquelle bereitge- 
stellt werden, so beispielsweise uber eine Laseriichtquelle gemaS der voranstehen- 
den Beschreibung. Ist es jedoch erforderlich, zum Nachweis von Teiichen mit unter- 
schiedlichen Durchmessem und/oder mit unterschiedlichen Eigenschaften Licht mit 
mehreren Wellenlangen bereitzustellen, so konnen dazu mehrere Lichtquellen ver- 
wendet werden, die Licht mit geeigneten Wellenlangen simuitan oder zeitiicn versetzt 
emittieren. insoweit ist eine simultane oder zeitlich versetzte Detekiicn der den un- 
terschiedlichen Strukturen zugeordneten Teilchen mogiich. 

Bereits zuvor ist-erovflhnt worden^daB-es sich bei-den Teilchen einerseits um metallf- 
sche Teilchen und dftdererseits- urii Teiichen mit M rFTefelliseher"©berflache handeln 
kann. Zur BIndung der Teilchen an da£ Praparat bzw. a^die*jeweiiigen Strukturen ist 
es von ganz besonderem Vorteilr wenn die Teilchen des weiteren oberfiachenbe- 
schichtet sindund>wenn die Beschichtung eine spezifisehe B?ndung an entsprechend 
kom piemen tare -Strukturen des Praparats ermoglicht. Die Bindung kann mechanisch, 
adhasiv oder gar chemisch erfolgen. 

AbschtieBend sei ganz besonders hervorgehoben, daS das erfindungsgemafte Ver- 
fahren gegenOber der herkommiichen Fluoreszenzmikroskopie den enormen Vortei! 
hat, daf3 die zur Markierung dienenden Teilchen - im Gegensatz zu den Fluores- 
zenzfarbstoffen - sich im Zeitverlauf und wahrend der Bestrahlung nicht verandern. 
Des weiteren mussen die zur Ermittlung der Mie-Streuung bzw. der Mie-Reflexion 
dienenden Sensoren nicht so sensitiv ausgelegt sesn, wle dies be5 der Fiuoreszenz- 
mikroskopie - zur Detektton der Fluoreszenzerscheinungen - der Fail 1st. Sind die 
PrSparate bzw. deren Strukturen einma! mit den hier verwendeten Teilchen pr&pa- 
riert, lassen sich weitere Untersuchungen an den Praparaten auch nach erheblicher 
Bestrahlung reproduzierbar durchfuhren. Jedenfalls sind dabei nicht die zur Markie- 
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rung dienenden Teitchen prablematisch, sondern lediglich die Haltbarkeit des Prapa- 
rats selbst. Auf sich zeitlich verandemde Marklerungen ist in erfindungsgemaBer 
Weise jedenfalis nicht mehr zu achten. 
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Patentanspriiche 



1. Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedlicher Strukturen in 
vorzugsweise biologisehen Prsparaten, insbesondere fHitteis konfokaler Laserscan- 
rnikroskopie, 

dadurch gekennzeichnet, daB den Strukturen Teilchen mit spezifischern 
Durchmesser und spezifischen Eigenschaften zugeordnet warden und daB der 
Nachweis der Strukturen durch Nachweis der in bzw, an den Praparaten spezifisch 
gebundenen Teilchen erfoigt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB dsr Nachweis der 
Teilchen dadurch erfolgt, da3 die Weilenlange geeigneten Lichts in Abhangtgkest des 
Durchmessers und der spezifischen. Ergenschaften der Teilchen derart gewahlt wird : 
daft sich die Teilchen aufgrund der an den Teilchen auftretenden Mte-Streuung 
nachweisen iassen. 

3. Verfahrewnach Anspruch l^dadurch gekennzerehnet, daB der Nachweis der 
Teilchen dadurch erfolgt^daB di^WeileftlSnge geeigneten Lichts in Abhangigkeit des 
Durchmessers undwder-spezifiSGheh Eigensehsiften^der Te!lchen : derart gewahlt wtrd, 
daB sich dieCTeilchen aufgmnd*des*an*defr^ 

nachweisen*fassen 

4. Verfahren -nach einern der-Anspruche 1 bis 3 f dadurch gekennzeichnet, daB 
linear polanisiertes Licht-vorgebbaref Weilenlange verwendet wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche t bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Weilenlange des Lichts groBer oder in etwa g!eich dem Durchmesser der Teii- 
chen ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 } dadurch gekennzeichnet, daB 
die Weilenlange des Lichts in einem Bereich zwischen 300 nm und 1 .500 nm liegt. 

7. Verfahren ^nach einenvder AnsprQehe 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
die GroBe der Teilchen unterhaib des optischen Auflosungsvermogens liegt. 
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8 Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Teilchen einen Durchmesser im.Bereich zwischen 10 nm und 1 .500 nm haben. 

9. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daf3 
die Wellenlange des Lichts derart .gewahlt wird, daB bei gegebensr i eiichengroGe 
und spezifischer Bgenschaft der Teilchen ein maximaler Mie-Reftex nachweisbar ist. 

10. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da(3 
zu differenzie'rende Bereiche des Praparats mit Teilchen unterschiediicher Durch- 
messer versehen werden, so daB mittels geeignetem Licht unterschiediicher Wel- 
lenlangen die Bereiche simultan Oder nacheinander detektierbar sind. 

11. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB 
zu differenzierende Bereiche des Praparats mit Teilchen unterschiediicher spezifi- 
scher Eigenschaften versehen werden, so daB mittels geeignetem Licht unterschied- 
iicher Oder gleicher Weiienlangen die Bereiche simultan oder nacheinander detek- 
tierbar sind. 

12. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
es sich bei den Teilchen um Metallteilchen handelt. 

13. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
es sich bei den Teilchen um an der Oberfiache metallisierte Teilchen handelt. 

14. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Teilchen als Ellipsoide oder Kugeln ausgefuhrt sind. 

15. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Nachweis der Teilchen Qber die dort auftretenden Mie-Reflexe im Transmissi- 
onsmikroskop-Modus erfolgt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB ats Mikroskop ein 
konventionelles Polarisations-Transmissionsmikroskop verwendet wird. 



Datum 17.12.98 15:49 FAXG3 Nr: 84697 von NVS:FAXG3.2 1/00622 1604360 (Seite 12 von 17) 



+496221604360 



Pft ULLRICH 8. NftUmANN 



12* * 





1 7. Verfahren nach Anspruch 1 6, dadurch gekennzeichnet, daB a!s Mikroskop ein 
konfokales Polarisattons-Transmissipnsmikroskop verwendet wird. 

1 8 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 
der spezifische Nachweis der Teilchen uber die dort auftretenden Mie-Reflexe .m 
Reflexionsmikroskop-Modus erfolgt. 

1 9. Verfahren nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB ais Mikroskop ein 
konventioneiles Polarisations-Refiexionsmikroskop verwendet wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB ais Mikroskop ein 
konfokales Polarisations-Refiexionsmikroskop verwendet wird. 

21 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2Q, dadurch gekennzeichnet, da3 
ais Lichtqueiie eine Hochdruckdampflampe. vorzugsweise mit wellenlangenselektie- 
renden und poiarisierenden Mittelnj verwendet wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
ais Lichtqueiie ein Laser verwendet wird, der polarisiertes Licht einer Wel'.eniange 
emittiert. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
ais Lichtqueiie ein OPO (optisch parametrischer Oszillator) vsrwendet wird, mit dem 
die Wellenlange des Beleuchtungslichts variiert werden kann, mit dem Ziei, ein fur 
eine bestimmte Teilchenart maximales Mie-Signal messen zu kannen. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
ais Lichtqueiie ein Laser verwendet wird, der polarisiertes Licht mehrerer unter- 
schiedlicher Wellenlangen emittiert, wobei dem Laser weilenlangenselektierende 
Mittel - integral oder separat - nachgeordnet sind. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB 
zur Analyse des Praparats zu einer. Bildaufnahme zusatzlich mit dem gieichen Mikro- 
skop ein konventioneiles durchlichtmikroskopisches Bild aufgenommen una bei der 
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Bildauswertung, beispieisweise mit digitalen Bildverarbeitungsmethoden, berOcksich- 
tigt wird. 

26 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB 
zur Analyse des Praparats zu einer Bildaufnahme zusatzlich mit dem gleichen M«kro- 
skop ein konventionelies refiexionsmikroskopisches Bild aufgenommen und be« aer 
Bildauswertung, beispieisweise mit digitalen Bildverarbeitungsmethoden, berucksich- 
tigt wird. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB 
sowohl ein refiexionsmikroskopisches Bild als auch ein durchiichtmikroskopisches 
Bild des Praparats uber das gleiche Mikroskop aufgenommen, zur Analyse des Pra- 
parats h'erangezogen und bei der Bildauswertung. beispieisweise mitteis digitafer 
Bildverarbeitungsmethoden, berucksichtigt wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 27. dadurch gekennzeichnet, daB 
Bildaufnahmen unter verschiedenen Beleuchtungs-/Detektionswinke!n durchgefuhrt 
werden and daB diese Bildaufnahmen bei der Bildauswertung, beispieisweise mitteis 
digitaler Bildverarbeitungsmethoden, berucksichtigt werden. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB 
das zum Nachweis der Teilchen dienande Ucht Qber eine einzige Liehtquelie bereit- 
gestellt wird. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 29, dadurch gekennzeichnet, daB 
das zum Nachweis der Teilchen mit unterschiedlichen Durchmessem und/ unter- 
schiedlichen Eigenschaften dienende Licht uber mehreren Lichtquellen geeigneter 
WeiSeniange simultan oder zeitlich versetzt bereitgestellt wird. 

31 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Teilchen oberHachenbeschichtet sind und daB die Beschichtung eine spezifische 
Bindung an entsprechend komplementare Strukturen des Praparats ermoglicht. 
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